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Abstrakt

Predlozena metodika si klade za cil podat vhodnym a origindlnim zplisobem navod, jak
stanovit biologickou hodnotu merun¢k. V rdmci metodiky bylo analyzovano 243 hybrida
merun€k, u kterych byla stanovena biologickd hodnota pomoci antioxidacni aktivity. Plody
byly vypéstovany na experimentalnim genofondovém pracovisti Mendelovy univerzity v Brné
vroce 2010. Antioxidacni aktivita byla, vzhledem k zajiSténi objektivnosti ziskanych
vysledkt, a také ve snaze o komparaci jednotlivych technik, stanovena pomoci Sesti metod
soucasné. Pomoci DPPH testu, metodami ABTS, FRAP, DMPD, Free Radicals a blue CrOs.

Dalsim z cili bylo ptfedlozit zpisob, jakym takto velky soubor dat zpracovat. K tomu bylo
vyuzito metod statistického zpracovani vice parametrickych dat. K nazorné grafické
prezentaci vysledkl byla pouZzita kombinace analyzy hlavnich komponent a shlukové analyzy.
Kli¢ova slova: merunky, antioxida¢ni aktivita, analyza hlavnich komponent, shlukova

analyza

Abstract

The aims of the suggested methodology are to give an appropriate and original instruction
how to determine the biological value of apricots. Two hundreds forty three hybrids of
apricots were analysed and the biological value of antioxidant activity was determined. The
fruits were grown on an experimental gene resources centre at Mendel University in Brno in
2010. Antioxidant activity was due to ensuring the objectivity of the results obtained, and also
in pursuit of a comparison of different techniques, determined using six methods
simultaneously. DPPH test, ABTS methods, FRAP, DMPD, Free Radicals and blue CrOs
were used. Moreover, the other aim was to present the way how process such a large data set.
For this purpose, several parametric statistical processing approaches of data were used. To
illustrate graphic presentation of the results a combination of principal components analysis
and cluster analysis was used.

Keywords: apricot, antioxidant activity, principal component analysis, cluster analysis
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Uvod

Antioxidacni aktivita a volné radikély jsou pojmy velmi casto skloflované jak v soucasném
medicinském vyzkumu, tak mezi vefejnosti zajimajici se o zdravy zivotni styl. Stale
intenzivngji je studovéna role volnych radikald v patogenezi kardiovaskularnich a
neurodegenerativnich onemocnéni a u skupiny onemocnéni oznacovanych jako civilizacni
choroby. Jedna se o choroby, které jsou spojeny s zivotnim stylem moderni doby a vétSich
meést (Choi, a kol., 2008). Pii¢inami jsou ptfedevSim primyslova velkovyroba znecist'ujici
zivotni prostedi, pfijem a nadbytecnd konzumace kaloricky bohatych potravin tu¢nych a
slanych jidel z zivo¢iSnych zdrojt, a konzumace slazenych potravin a napoju (Mozaffarian, a
kol., 2011). Dale vyznamny ubytek fyzické aktivity, konzumace alkoholu, cigaret a zvySeny
stres (Choi, 2006, Choi, a kol., 2005, Choi, a kol., 2008). Tyto pficiny zptisobuji nahromadéni
volnych radikali, které urychluji rozvoj mnoha chorob. Mezi takové choroby patii
ateroskleroza (Azizova, 2002), rakovina (Cao, a kol., 2011), infarkt myokardu (Howell, 2011),
diabetes mellitus (Martensen a Jones, 1997), deprese (Walter a Thomas, 2009) nebo také
predcasné starnuti (Chen, a kol., 2007). Pozornost v této souvislosti je vénovana pfispéni
ptirodnich antioxidant k ochrané proti t€émto procesum (Block, a kol., 1992, Horvathova, a
kol., 2001, Wicki a Hagmann, 2011).

Merunky jsou povazovany za bohaty zdroj polyfenolickych slouc¢enin (Akin, a kol., 2009,
Madrau, a kol., 2009, Ruiz, a kol., 2006, Sochor, a kol., 2010), organickych kyselin, vitamind,
barviv a mineralnich prvka (Akin, a kol., 2009, Dragovic-Uzelac, a kol., 2007, Elsayed a Luh,
1965, Hegedus, a kol., 2010, Madrau, a kol., 2009, Munzuroglu, a kol., 2003, Saracoglu, a
kol., 2009, Sochor, a kol., 2010, Williams a Wender, 1953). Polyfenolické latky jsou obsazeny
prakticky ve vSech rostlinach, jsou oznacované jako sekundarni metabolity (Jimenez, a kol.,
2005, Ram, a kol., 2004). Druh a typ téchto latek jsou pro jednotlivé druhy rostlin
charakteristické, zajimavé jsou diky jejich antioxidacnim vlastnostem (Sochor, a kol., 2011).
Mezi typické antioxidanty ovoce patii flavonoidy a fenolické kyseliny, tokoferoly,
karotenoidy, fosfatidy, polyfunkcni organické kyseliny, kyselina askorbova, nékteré stopové
prvky a enzymy (Fernandez, a kol., 2008, Flodin, 1997, Gilca, a kol., 2007, Ruiz, a kol.,
2006, Saracoglu, a kol., 2009). Strukturni vzorce polyfenolickych sloucenin se silnymi
antioxida¢nimi U¢inky jsou ukazany na Obr. 1. VétSina téchto latek vykazuje antioxidacni
aktivitu (Du, a kol., 2009). Bylo prokazano, ze antioxida¢ni aktivita kolisa v zavislosti na typu
fenolickych sloucenin pfitomnych v ovoci, a ze nékteré typy fenolickych sloucenin vykazuji

vy$$i antioxida¢ni aktivitu nez ostatni (Fu, a kol., 2011). Pfedpoklada se, Zze na protektivnim
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ucinku se podili schopnost rostlinnych polyfenolickych sloucenin zhaset reaktivni kyslikové

radikaly, jez jsou schopny generovat vysoce reaktivni hydroxylové radikaly.

Obréazek 1. Strukturni vzorce polyfenolickych slou¢enin se silnymi antioxida¢nimi G¢inky.

OH o OH
/
HO | o CH; o] OH
= Q
OH
OH
Resveratrol Quercetin Vanilin OH
OH
= HO
Ho HO o |
e T o
| P | OH HyC —0 h Kyselina )
o0 CHs | = protokatechinova
Ho /\EO OH o =
HO oM HO
HO
. . e : . . o OH
Kyselina p-kumarova Kvercitrin Kyselina ferulova
° oR
HO, Vi = |
HO. o -
OH OH
HO ||
e o
| OH _ H2N
= HO o s =
HO 7 AN OH
o) = HO 0
Oh CH
OH
OH OH Kyselina 4-
Kyselina kavova Kyselina chlorogenova Rutin aminobenzoovi

Vzhledem k chemické diversité¢ antioxida¢nich komponent ptfitomnych v ovoci neni dosud
obsah jednotlivych latek nikde k dispozici. Detekce terapeuticky aktivnich slozek v
biologické matrici byva casto komplikovand, zjiSténé kvantitativni hodnoty se v mnohych
studiich lis§i a mnohdy dochazi k situaci, Ze pfitomna latka neni detekovana ani s vyuzitim
efektivnich separacné-analytickych metod (Mozaffarian, a kol., 2011, Onate-Jaen, a kol.,
2006). Krom¢ toho mnozstvi jednotlivych antioxidant v jednotlivych druzich nemusi nutné
vyjadfovat celkovou antioxida¢ni kapacitu. Stanoveni antioxidacni aktivity je jednou z
moznosti pro vyjadieni biologické a nutri¢éni hodnoty ovoce (Sochor, a kol., 2010). Tato
veli¢ina kolisa v zavislosti na typu polyfenolickych sloucenin pfitomnych v ovoci, a také na
tom, ze nékteré typy fenolickych sloucenin vykazuji vyssi antioxida¢ni aktivitu nez ostatni
(Wang, a kol., 1996). Metody jejiho stanoveni se nejCastéji zakladaji na primé reakci
studované latky sradikdly (zhaSeni nebo naopak jejich vychytavani) nebo na reakci

s prechodnymi kovy (Sochor, a kol., 2010). Hodnota antioxidacni aktivity udava miru
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potencialni inhibice nepiiznivych uCinkti volnych radikdlii. Nejpouzivangj$imi metodami
stanoveni antioxidacni aktivity u ovoce a potravin jsou metody spektrofotometrické. Maji
velmi jednoduchy postup stanoveni, cenovou nenaroc¢nost, jednoduchou aplikovatelnost,
nevyzaduji specializované pristroje ani pracovniky (Sochor, a kol., 2010, Sochor, a kol.,
2010).

I. Cil metodiky

Cilem metodiky je vyjadfit kvalitu merunék pomoci antioxidacni aktivity. Antioxidacni
aktivita byla, vzhledem k zajisténi objektivnosti ziskanych vysledki, a také ve snaze o
komparaci jednotlivych technik, stanovena pomoci Sesti metod soucasné. Pomoci metod
DPPH, ABTS, DMPD, FRAP, Free Radicals a blue CrOs. Byly vyjadfeny vzajemné vztahy
mezi jednotlivymi metodami. Matematicky jsme hodnotili souvislosti mezi sledovanymi

hybridy.

I1. Vlastni popis metodiky

2.1. Experimentalni vzorky

K experimentu bylo vyuzito 239 hybridd merun¢k (Prunus armeniaca L.). Rostliny byly
pestovany v Ceské republice, Jihomoravském kraji, v katastru obce Lednice, klimatické
oblasti T4 (Obr. 2). Lokalita se nachdzi v nadmoiské vySce 180 m. n. m., primérna rocni
teplota dosahuje 9 °C, pramérny ro¢ni thrn srazek je 517 mm, ptda je hlinitopiscitd. Analyza
ptdni chemie (Mehlich IIT): pH - 6,02, fosfor - 152,4 mg-kg ', draslik — 289,4 mg-kg™', vapnik
— 2648 mg-kg', hoi¢ik — 365,8 mg-kg”. Plody byly sklizeny ruéng, pii konzumni zralosti
v dobé od 1. ¢ervence do 15. srpna roku 2010. ZatiZeni plodi se pohybovalo od 10 do 50 kg
na strom. Agrotechnika: 15. 3. 2010 - hnojivo Yarakomplex, typ NPK, davka 120 kg-ha™; 1.
4. 2010 -hnojivo Bortrac, typ hnojeni borem, davka 200 g-ha™; 30. 5. 2010 - hnojeni
mocovinou, davka 300 kg-ha'l; 5. 6. 2010 - hnojivo Zintrac, davka 1.5 kg-ha'1,10.6, 10.7,
10.8 hnojivo Sampi, davka 15 kg-ha™. Dekadni thrny srazek a primérna teplota v obdobi od
1.5.2010 do 20. 8. 2010 jsou uvedeny v Tab. 1.
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Obrazek 2.: Fotografie genofondu.

Tabulka 1. Dekadni tthrny srazek a prumérna teplota v obdobi od 1. 5. 2010 do 20. 8. 2010.

Dekéda Dekadni Ghrn srazek Primérna dekadni
(mm) teplota (°C)
10.5.2010 44 15
20.5.2010 50 12
30.5.2010 39 16
10.5.2010 40 19
20. 6.2010 41 19
30. 6. 2010 1 20
10. 6. 2010 5 ”
20.7.2010 58 55
30.7.2010 45 2
10. 8.2010 39 2
20. 8.2010 23 91

Hybridy zaiazené do studie: (5-8-8, 5-17-103, 6-10-45A, Abu Talibu, Ackermann, Agat,
Achrori, A-IT 25/65, Alfred, Amos, Ananasnyj Cjuripinskij, Ansu, Antonio Erani, Apricos
von nansy, Arzam. Aromatnyj, Aurora, Aviator, Bai-Gon, Beliana, Bergeron Al14,
Blenheim, Blenheim Orange, C4R8T22, California, Cegledi Bilbor, Celgledi Biror, Cocov,
Colomer Nativ, Colov 19, Curtis, Ca¢ansko zlato, Cina, Cudovnys, Dacia, DA-YU-BADA,
Docteyr Maccle, Doc. Blatny, Early Blush, Early Gold, Early Ryl, Efekt-22/7, Exherova,

Farmingdale, Favorit, Festivalna, Forum, Fruhe von Kitsee, Gergana, Goldcot, Goldrich,
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Goldtropfen, Golias, Gulia, Gvardé¢jskyj, H-14/25, Hacihaliloglo, Harcot, Harglow, Hargrand,
Harval, Helena de Rousilion, Hendersen, H-1-9149, H-II 16/1, H-II 19/40, H-II 45/26,
Chersonskij, Churmai, Chvang sin, Chvan-Shi-Cong, I 51/00, In-Bez-Sin, Iskra, Ivone
Liverani, Jubilejnyj, Julskij, Jvan-Sin, Keczli Mete Rosen, Klosterneuburger, Konzervny;j
pozdnyj, Kospoténskij, Kostinskij, Kostufenskyj, KrasnoS¢ Nikitskij, Krupnoploda,
Krupnoploda II, Krymsk Medunec, Labert in 4NO, Lajcot, Lakanyj, LE-1075, LE-11/91, LE-
1402, LE-2267, LE-3204, LE-3709, LE-4725, LE-5306, LE-5500, LE-5832, LE-5854, LE-
6016, LE-6283, LE-7150, LE-7463, LE-858, LE-8711, LE-946, LE-982, LE-985, LE-994,
LE-995, Leala, Lebeza, Ledana, Lefreda, LE-831, Lefrosta, Legolda, Lejara LE -386,
Lemeda, Lenova, Lepana, Leronda, Lerosa, Leskora, Ligeti Orias, Litoral, LjotCik, Luizet, M
47, M 56, mad’arska235C, Magiar Kajszii, Machova, Mai-Huang, Mamaia, Manicot, Marena,
Markulesti, Marlen, Martina Bassi, Melitopolskij, Merculesti 17/2, Merkurij, MK 132 Visus
Foee, Moi-Schva-Sin, Mold Olimpik, Moldavsky krup, Mongold, Murfatlar, Murgab,
Nachodska Krajova, Nachodsky zazrak, Nansy Aprikose, Nikitskij, NJA-1, NJA-2, NJA-35,
NJA-55, Nugget, Orange red, OranZzevo Krasnyj, Pacov, Pastyrik, Pentagon, Perfection,
PLM.78FISR, Poirat, Polgocvetna, Poljus JuZnyj, Polonais, Posjolok, Poyer, Pozdni
chrdmova, Pretendent, Priusadébnyj, Reliable, Reumberto, Riland, Rival, Rodina, Rotmaler,
Rouge de Fourner, Rouge de Rive Saltes, Rouge de Sarnhac. Roxana, Ruzovd Ranna,
Sabinovska LE-220, Saldcot, Scana, Scout, Sem Badem Eric, SEO, SEO-104, Seo-105, SEO-
111, SEO-116, SEO-31, SEO-36, SEO-40, SEO-41, SEO-74, SEO-94, Sosed, Stelar, Strepet,
Sundrop, Sungiant, Sunglo, Sungold, Salah, Stepnjak Oranzevyj, Tabu, TDB, Tilton,
Uzgorod, Vardaguin, Vagdaas, Vebama, Veecot, Velikyj, Velita, Velvaglo, Veselka 74/14,
Vesna, Vesprima, Vinoslivij, Vivagold, Vnuk Krasnosc¢okogo, VolSebnyj, Voskij, VP-LE-
118, VP-LE-12/6, VP-LE1212, VS22/23, VS-23/164, Vyndrop, Wenatchee, Zard, Zorkij.

2.2. P¥iprava vzorka merunék

Z jednotlivych plodi byly, pomoci oteviené vzorkovaci trubice, metodou nahodného
vzorkovani o péti odbérech, odebrany reprezentativni vzorky o navéazce 10 g (Obr. 3). Tyto
byly déle pfevedeny do tfecich misek, zamrazeny dusikem a pii teploté 4 °C homogenizovany
s 10 ml 99 % metanolu. Homogenizované vzorky byly kvantitativné ptfevedeny do zkumavek
a za stejnych laboratornich podminek byly ponechdny 30 minut na vortexu (VORTEX Genius
3, IKA, Germany), 400 rpm, 4 °C. Nasledovala centrifugace (Eppendorf 5804R, Némecko) po
dobu 30 minut pfi 16 400 otadek - min"'. Supernatanty byly filtrovany pies teflonové
membranové disky (0,45 um), (Metachem, Torrance, CA, USA).

8|Stranka



Obrazek 3. Schéma ptipravy vzorkii merunék.

10 g vzorku + 10 ml methanolu

O Pievedeni do zkumavek
1]
S -
[ ] L]

Navazka 10 g vzorku Tieni vzorku s extrakénim
merunky roztokem ve tfeci misce po dobu
2 min

30 minut Vortexovani,
400 rpm, 4 °C

PC

Automaticky
analyzator BS-400

= T g,

software: BS-Mindra
y Qo>
Spektrofotometricka Pievedeni Filtrace, teflonoveé :
analyza antioxidaéni vzorku do membranové disky, C entrifugace,
aktivity kyvety 0,45pm 30 minut, 16 400 rpm

2.3. Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity

K analyzam byl pouzit automaticky spektrofotometr BS—400 (Mindray, Cina), ktery se sklada
z kyvetového prostoru (temperovany na 37+0,1 °C), reagencniho prostoru s karuselem pro
reagencie a pripravu vzorkl (temperovany na 4+1 °C) a optického detektoru. Zdrojem svétla
je halogeno-wolframova zarovka. Pienos vzorkil a reagenci zabezpecuje robotické rameno s
davkovaci jehlou. Obsah kyvet je promichan automatickym michadlem ihned po ptidani
¢inidla nebo vzorku o objemu 2-45 pl. Kontaminace je minimalizovana diky proplachovani
jak davkovaci jehly, tak michadla MilliQ vodou. Pro detekci bylo mozné vyuzit vinovych
délek: 340, 380, 412, 450, 505, 546, 570, 605, 660, 700, 740, 800 nm. Zafizeni je plné
kontrolovano softwarem BS400 (Mindray, Cina). Vysledek antioxidaéni aktivity byl vyjadien
jako ekvivalent kyseliny galové. Merunky mély celkové takovy antioxidacni potencial jako
mnozstvi kyseliny galové (u metody Blue CrOs 6 tokoferolu) v 1 kg tohoto ovoce v Cerstvém
stavu.

2.3.1. Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci DPPH’ testu

Principem DPPH testu je schopnost stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
reagovat s donory vodiku. DPPH’ vykazuje silnou absorpci v UV-VIS spektru. Pfi tomto
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testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R’) roztok odbarvi dle nasledujici
reakce: DPPH + AH — DPPH-H + A", DPPH" + R" — DPPH-R (Parejo, a kol., 2000).

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 pl reagencie R1 (0,095 mM 2.2-difenyl-1-
pikrylhydrazyl- DPPH"), nasledné bylo pfidano 15 ul méfeného vzorku. DPPH" test je zaloZen
na schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu reagovat s donory
vodiku. DPPH" vykazuje silnou absorpci v UV-VIS spektru. Absorbance byla méiena 12
minut pii A = 505 nm. Dle kalibra¢ni kiivky byla absorbance pfepocitana na ekvivalentni
obsah kyseliny galové. Kalibra¢ni zavislost je ukdzdna na Obr. 4A.

2.3.2. Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody ABTS

ABTS metoda je jednim z nejvice pouZzivanych testli na stanoveni koncentrace volnych
radikalt. Princip stanoveni je zalozen na neutralizaci radikalkationtu vzniklého jedno
elektronovou oxidaci syntetického chromoforu ABTS" (2,2¢-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfonatu) na radikil ABTS' — e ABTS™. Tato reakce je monitorovana
spektrofotometricky, méfi se zména absorbance (Re, a kol., 1999).

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 ul reagencie R1 (7 mM ABTS' (2,2 -azinobis 3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina a 4,95 mM peroxodisiran draselny), nasledné bylo
pfidano 3 pl vzorku. Absorbance byla méfena pii A = 660 nm po dobu 12 minut. Dle
kalibra¢ni kiivky byla absorbance pfepocitana na ekvivalentni obsah kyseliny galové.
Kalibra¢ni zavislost je ukdzana na Obr. 4B.

2.3.3. Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) je zalozena na redukci zelezitych
komplextt TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem Zelezitym (FeCls), které jsou témét
bezbarvé (popt. slabé nahnédl¢) a po redukci tvoii modie zbarveny Zeleznaty komplex.
Metoda ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké hodnoté
pH (3.6) a nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly
(Benzie a Strain, 1996).

Ptiprava reagencie: 1. 10 mM roztok TPTZ, doplnit po rysku 40 mM kyselinou
chlorovodikovou (HCl); 2. roztok 20 mM FeCls . 3. acetatovy pufr 20 mM, pH 3,6; tyto tfi
roztoky se smichaji v poméru TPTZ: FeCl;: acetatovy pufr — 1:1:10. Reagence je pouzitelna
tyden pii uskladnéni v temném prostiedi a teploté 4 °C. Do plastovych kyvet bylo pipetovano
150 pl reagencie a nasledné bylo pfidano 3 ul vzorku. Absorbance byla métfena 12 minut pii A
= 605 nm. Dle kalibracni kiivky byla absorbance piepocitana na ekvivalentni obsah kyseliny

galové. Kalibra¢ni zavislost je ukazéna na Obr. 4C.

10|Stranka



2.3.4. Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DMPD

Slouc¢enina DMPD (N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen) je pusobenim zelezité¢ soli v roztoku
pfevedena na relativné stabilni a barevnou radikdlovou formu DMPD™. Sloudéeniny
s antioxida¢ni aktivitou jsou schopny DMPD™" radikaly zhaSet a tim dochazi k odbarveni
roztoku a poklesu absorbance (Fogliano, a kol., 1999).

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 160 ul reagencie R1 (200 mM N, N-dimethyl-p-
fenylendiamin-DMPD, 0,05 M FeCls, 0,1 M acetatovy pufr pH 5,25), nasledné bylo pfidano 4
ul méfeného vzorku. Absorbance byla métfena 12 minut pfi A = 505 nm. Dle kalibra¢ni kiivky
byla absorbance pfepocitana na ekvivalentni obsah kyseliny galové. Kalibracni zavislost je
ukéazana na Obr. 4D.

2.3.5. Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody Free Radicals

U této metody je vyuZzivano schopnosti chlorofylinu (sodno-médnata stl chlorofylu) ptijimat a
odevzdavat elektrony za soucasné stabilni zmény absorpéniho maxima. Tento d& je
podminén alkalickym prostfedim a pifidavkem katalyzatoru. Do plastovych kyvet bylo
pipetovano 150 pl reagencie R1 (0,1 M HCI, extrakt chlorofylinu, reakéni pufr, katalyzator) a
nasledné bylo ptfidéno 6 pl vzorku. Absorbance byla méfena 12 minut pii A = 450 nm. Dle
kalibracni kiivky byla absorbance pfepocitana na ekvivalentni obsah kyseliny galové.
Kalibra¢ni zavislost je ukdzana na Obr. 4E.

2.3.6. Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci Blue CrOs metody

Chrom (VI) peroxid je silny pro-oxidant, ktery vznikd reakci dichromanu amonného v
kyselém prostiedi v pritomnosti H,O,. Jedna se o tmavé modrou silnou oxida¢ni slouceninu,
misitelnou a relativné stabilni v polarnich organickych rozpoustédlech, kterd je
spektrofotometricky snadno métitelna (Charalampidis, a kol., 2009).

Ptiprava reagencie: 1 roztok: 1a) 10 ml roztoku 0,025 M kyseliny sirové: 13,4 ul 98,8 %
kyseliny sirové zitedit ACS vodou na 10 ml. 1b) 10 ml roztoku 0,02 M dichromanu
amonného: 0,0504 g dichromanu amonného doplnit ACS vodou. 1¢) 30 ml 99,5 % DMSO.
Tyto tii roztoky se smichaji v poméru 1 (roztoku kyseliny sirové) : 1 (roztok dichromanu
amonného) : 3 (DMSO). 2 roztok: 1,6 M peroxid vodiku.

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 400 pl roztoku ¢. 1 a nasledné ptidano 4 ul vzorku.
Prob¢hla inkubace v délce tfi minut a byla zméfena prvni absorbance (A;). Nasledné bylo
pipetovano 40 pl reagencie €. 2, prob¢hla opét inkubace v délce tfi minut a byla zaznamenéana
druhé hodnota absorbance (A;). Méfeni probihalo pii A = 546 nm. Vysledna absorbance byla

vypoctena dle vzorce: A = A, - A; aprepocitana na ekvivalentni obsah kyseliny galové dle
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kalibracni kiivky. U této metody byla antioxidacni aktivita pfepoctena na ekvivalentni obsah

antioxidantu 6 tokoferol. Kalibra¢ni zavislost je ukdzana na Obr. 4F.

Obrézek 4. Kalibra¢ni kiivky jednotlivych metod pro stanoveni antioxidacni aktivity. (A)
DPPH test, (B) ABTS test, (C) FRAP metoda, (D) DMPD metoda, (E) Free radicals metoda

a (F) Blue CrOs metoda.
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2.4. Bioinformatické zpracovani ziskanych dat

Vzhledem ke slozeni komplexu antioxidantd v daném biologickém materidlu bylo nutné
vybrat soubor vhodnych metod. Zna¢na Cast autorii stanovi antioxida¢ni aktivitu vSak pouze
jednou metodou, vnasi metodice byla antioxida¢ni aktivita stanovena pomoci Sesti
principidlné rozdilnych metod — je pouZzito Sest rozdilnych komplexti s volnymi radikaly.
Kazdd metoda je zalozena na jiném principu a zhasi nebo vychytava jiné antioxidanty
(Sochor, a kol., 2010). Proto jsou hodnoty, které jsme ziskali, rozdilné a v jiném rozsahu.
ProtoZe analyzujeme soubor merunék na zakladé 6 métenych metod, pro dalsi zpracovani dat
bylo nezbytné pouzit metody statistického vyhodnoceni vice parametrickych dat. K ndzorné

grafické prezentaci vysledkli se ndm jevila nejvyhodnéjsi kombinace analyzy hlavnich
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komponent (Principal Component Analysis - PCA) a shlukové analyzy (Cluster Analyse CA).
Protoze vysledky ani jedné analyzy nejsou stoprocentni, navzajem se obé metody dopliuji a
jak ukazuji vysledky, se i kontroluji.

2.4.1. Kombinace analyzy hlavnich komponent - PCA

PCA pracuje na principu zjednoduSeni vzdjemné linedrné zavislych parametri na nové
nekorelované proménné nazyvajici se hlavni komponenty. Vysledné hlavni komponenty jsou
sefazeny dle dulezitosti podle klesajiciho rozptylu tak, aby nesly informaci o variabilité
vstupnich dat. Prvni hlavni komponenta je takovou linedrni kombinaci vstupnich znak, ktera
ma nejvetsi rozptyl mezi vSemi ostatnimi linearnimi kombinacemi.

Vyuziti PCA vyZaduje, aby kazdy parametr ovliviioval vysledné hlavni komponenty stejnou
meérou. Reprezentace rozptyli jednotlivych parametri, znazornény na Obr. 5A, ukazuje, Ze
obor hodnot u jednotlivych metod antioxidacni aktivity se zna¢né li$i. Proto pied aplikaci
PCA bylo tfeba normalizovat parametry pomoci stfednich hodnot vysledkli antioxidacni
aktivity tak, aby mély vSechny stejny vliv. Normalizované hodnoty parametri jsme
pfepocitaly na hodnoty hlavnich komponent tak, abychom co nejvice sniZili dimenzi dat (Obr.
5B). Krabicové grafy na obrazcich 5A a B ukazuji, jaky vliv na vysledné hlavni komponenty
maji jednotlivé metody ptfed a po normalizaci s vyuZzitim standardizace smérodatné odchylky
méfeni. Pfestoze minimalizace z Sesti parametri na tfi hlavni komponenty se jevi redundantni,
pti pouziti PCA jsme zjistili, Ze se jevi znac¢n¢ efektivni. Reprezentaci celého métfeni jsme
pievedli do dvourozmérného prostoru, protoze dveé ziskané hlavni komponenty reprezentuji
92% vysledkt méteni, jak ukazuje Obr. 5C).

2.4.2. Shlukovéa analyza

Ke konstrukci dendrogramu byl vyuZzit statisticky toolbox v programu Matlab 7.9.0 (R2009b).
Vypocet byl proveden pomoci Wardovy metody. Volba této metody se ukazuje jako vyhodna
zejména v naSem piipadé, kdy maji vSechny proménné stejny rozmér. Pracuje na principu
spojovani dvou podobnych objektit do shlukl na zaklad¢ ,kritéria kvality rozkladu na soucet
¢tverct odchylek objekti od vektoru priméra piislusnému shluku®. Na zacatku mame tedy
matici vektorti Sesti zméfenych hodnot pro vSechny genotypy merunék = objekty. Z ni
vypocitdme matici vzdalenosti mezi vSemi pary objekti na zadkladé Euklidovské vzdalenosti

podle vztahu:

P 2
o0 (X Xg) = \/ijl(xrj - ij)
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kde x5 jsou dva zméfené vektory prtislusnych objekti a j znaci prvek ve vektoru (p = 3).
Matice vzdalenosti se minimalizuje na zéklad¢ spojovani objektii do shluki, kdy vybereme
vzajemné si podobné objekty z matice podle minima vzdalenosti a dopocitame jejich vektor
pramérii tj. uzel jejich spojeni jako minimum souctu ¢tverci odchylek od shlukovaného
pruméru. ZjednoduSeny aritmeticky vztah pro urceni souctu Ctverci v obou zanikajicich

shlucich je dan:

p
Nynpg

E v = 2
= X i — Xpi
TlA+nB ( “ b])

j=1

AC

Obecné¢ se jednd o soucin Euklidovské vzdéalenosti mezi uzly danych shlukii A a B,
spojovanych v jeden novy shluk C, zavisejici na poc¢tu objektl v danych shlucich nap. V
kazdém kroku tak provadime spojeni minimalizaci kritéria AC a cela metoda ma tendenci
tvofit malé shluky shodné velikosti, coz se jevi jako optimalni.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny a metody mezi sebou korelovany. Dale jsme vytvotili
klastry s rozdélenim hybridi dle hodnot antioxida¢ni aktivity. Vyhodnost pfevedeni méfeni na
analyzu dvou hlavnich komponent se ukdzala vyhodna i pfi srovnani shlukové analyzy (Obr.
6A) s vykreslenim distribuce hodnot PCA (Obr. 6B). Barevné odliSeni odpovidajicich shlukt

v distribuci dvou primarnich komponent ndm vyslo témét geometricky piesné oddélené.

Obrazek 5. Krabicové grafy ukazuji pomér rozptylu jednotlivych metod: (A) pro ptvodni
zméfené hodnoty, (B) pro normalizované hodnoty podle smérodatné odchylky, (C) zastoupeni

ziskanych hlavnich komponent.
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Obrazek 6. (A) Statistické seskupeni sledovanych hybridi merunék podle hodnot jejich
antioxida¢ni aktivity. VSechny hybridy merunék byly rozdéleny do tfi skupin. (B) Tii-

dimenzionalni rozlozeni jednotlivych hybridl na zékladé jejich vzajemnych vztaht.
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2.5. Rozdéleni ¢eského genofondu merunék dle antioxida¢ni aktivity

Vsechny hybridy byly, dle hodnot obsahu antioxida¢ni aktivity, rozdéleny do 15 skupin. Tyto
skupiny jsou rozdéleny dle jejich vzajemného vztahu na zakladé obsahu latek, které maji
antioxida¢ni ucinky. Vysvétleni tohoto jevu, ziskan¢ho shlukovymi technikami, mizeme
dosahnout pomoci sledovani zavislosti mezi jednotlivymi metodami. Protoze PCA vychazi
z vyhledani linedrnich zavislosti mezi vstupnimi parametry, je vhodné vyjit z korelogramti pro
jednotlivé parametry. Dendrogram shlukové analyzy sledovanych genotypi merunék byl
sestavovan na zaklad¢ hodnot antioxidacnich aktivit, ziskanych na zédkladé¢ méfeni metodami

antioxidacni aktivity (DPPH, ABTS, DMPD, FRAP, Free Radicals, Blue CrOs).

Hodnoty antioxida¢ni aktivity u jednotlivych hybrida a rozdéleni téchto hybrida do
skupin dle obsahu antioxidaéni aktivity

Skupina 1: Arzam. Aromatnyj, Harcot, H-II 19/40, In-Bez-Sin, Krymsk Medunec, LE-1402,
LE-2267, LE-4725, LE-5500, Legolda, Litoral, M 56, Moi-Schva-Sin, Rival, SEO-116,
Veselka 74/14, Vivagold.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs
Arzam.
) 114 322 203 326 1547 144
Aromatnyj
Harcot 214 1064 683 259 2769 156
H-II 19/40 212 974 616 382 2624 198
In-Bez-Sin 192 547 332 508 1585 312
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Krymsk

184 531 308 442 1511 148
Medunec
LE-1402 213 982 591 526 2857 258
LE-2267 198 577 367 450 1706 259
LE-4725 216 1144 856 387 3541 254
LE-5500 214 1123 864 410 3373 263
Legolda 217 1153 888 370 3534 357
Litoral 217 1115 804 371 3200 357
M 56 216 1133 916 495 3840 321
Moi-Schva-

191 574 537 444 1880 259
Sin
Rival 220 1141 1000 312 3992 159
SEO-116 218 1145 880 326 3824 354
Veselka

151 431 257 458 1223 412
74/14
Vivagold 216 1123 916 398 3507 423

Skupina 2: Antonio Erani, Bai-Gon, Forum, LE-6016, LE-7150, MK 132 Visus Foee, NJA-
2, VP-LE-12/6.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

Antonio

214 972 592 395 2621 358
Erani
Bai-Gon 213 872 592 536 2960 369
Forum 119 280 207 382 629 324
LE-6016 214 900 585 444 2613 259
LE-7150 221 1148 952 281 3938 258
MK 132

218 1140 956 234 3947 159
Visus Foee
NJA-2 216 1154 992 262 4060 369
VP-LE-12/6 217 1024 742 424 3419 258

Skupina 3: 5-17-103, Aviator, Colov 19, DA-YU-BADA, Exherova, Gvardéjskyj, Harglow, I
51/00, Krupnoploda, LE-3709, LE-6283, LE-858, Ledana, Lenova, Ljotcik, M 47, Machova,
Martina Bassi, Melitopolskij, Merkurij, Nansy Aprikose, NJA-35, NJA-55, Nugget, Poirat,
Poyer, Priusadébnyj, Reliable, Reumberto, Riland, Sem Badem Eric, SEO-111, SEO-74,
Sungiant, Salah, Stepnjak OranZevyj, Velvaglo, Vnuk Krasnos¢okogo, VP-LE1212.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

5-17-103 216 1133 800 394 3616 159
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Aviator
Colov 19
DA-YU-
BADA
Exherova
Gvard¢jskyj
Harglow
151/00
Krupnoploda
LE-3709
LE-6283
LE-858
Ledana
Lenova
Ljotcik

M47
Machova
Martina Bassi
Melitopolskij
Merkurij
Nansy
Aprikose
neni popis
NJA-35
NJA-55
Nugget
Poirat

Poyer
Priusadébny;j
Reliable
Reumberto
Riland

Salah

Sem Badem
Eric
SEO-111
Seo-74
Stepnjak
Oranzevyj

Sungiant

196
217

213

216
180
213
122
219
217
209
217
215
104
211
81
218
217
216
216

220

213
217
218
217
219
215
218
217
209
174
220

215

207
218

195

216

677
1071

1124

998
480
744
220
1129
921
696
1139
1139
208
770
116
1120
1088
1121
1123

1128

699
1065
1122
1139
895
1019
1127
1091
598
371
1117

979

637
1072

510

1076

434
809

881

647
345
497
163
60
556
482
964
956
305
502
100
908
809
908
820

968

447
802
816
816
607
824
804
812
393
255
804

636

423
787

263

773

374
329

567

363
351
491
529
281
376
392
325
419
529
491
558
368
553
479
270

445

623
527
596
483
436
641
526
393
590
470
512

481

524
692

741

519

1793
3189

3999

2998
1504
2260
906
2626
2649
2095
4007
4055
892
2443
284
2870
2788
3176
3119

3464

1704
2679
3125
3063
1974
2893
3172
2693
1598
861
2701

2170

1601
2810

1469

2553

421
412

145

148
178
159
369
358
269
213
222
152
132
325
410
321
357
269
248

287

231
157
198
185
163
285
274
263
324
357
391

408

215
211

209

208
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Velvaglo 114 197 135 556 500 325
Vnuk

219 1098 789 561 2850 348
Krasnos$cokogo
VP-LE1212 219 1134 984 540 3437 375
5-17-103 216 1133 800 394 3616 159
Aviator 196 677 434 374 1793 421
Colov 19 217 1071 809 329 3189 412
DA-YU-

213 1124 881 567 3999 145
BADA
Exherova 216 998 647 363 2998 148
Gvardgjskyj 180 480 345 351 1504 178
Harglow 213 744 497 491 2260 159

Skupina 4: Achrori, Early Blush, H-1-9149, Klosterneuburger, Lepana, Ligeti Orias,

Markulesti, Marlen, Murfatlar, Murgab, Polonais, Roxana.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs
Achrori 225 1139 980 500 3236 159
Early Blush 225 1078 742 593 2627 342
H-1-9149 225 1105 804 517 2679 400
Klosterneuburger 225 1123 812 437 2725 391
Lepana 222 527 454 463 1414 351
Ligeti Orias 185 401 335 447 1046 364
Markulesti 198 434 276 645 1280 286
Marlen 225 1076 759 524 3460 274
Murfatlar 212 481 388 598 1780 219
Murgab 223 1126 804 684 4002 238
Polonais 200 361 327 596 1350 152
Roxana 222 878 520 671 2782 178

Skupina 5: Blenheim, Goldcot, Kostufenskyj, Lakanyj, Polgocvetna, Rouge de Fourner,

Scout, Vinoslivij.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

Apricos von

211 333 346 580 1424 196
nansy
Blenheim 225 1041 638 607 3246 321
Goldcot 224 1128 840 566 4360 351
Kostuienskyj 223 1128 840 495 4110 375
Lakanyj 212 451 284 773 1429 398
Polgocvetna 223 796 487 614 2236 286
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Rouge de

226 1126 804 726 3504 279
Fourner
Scout 200 441 278 716 2067 264
Vinoslivij 229 1136 812 528 4563 231

Skupina 6: 6-10-45A, Abu Talibu, Ananasnyj Cjuripinskij, Bergeron A114, Golia§, Churmai,
Chvan-Shi-Cong, LE-946, LE-994, Lefrosta, Lejara LE -386, mad’arska235C, Moldavsky

krup, Pacov, Vesprima, Voskij.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

LE-994 224 1122 856 516 3259 222
6-10-45A 227 1134 964 867 3553 352
Abu Talibu 210 513 318 772 1574 361
Ananasnyj
. 229 1138 812 1024 3566 298
Cjuripinskij
Bergeron

222 1145 816 578 3171 245
All4
Churmai 213 673 456 797 2220 401
Chvan-Shi-

226 1140 864 854 3642 325
Cong
Golias 225 1134 804 661 3301 368
LE-946 224 1127 856 663 3088 397
Lefrosta 224 1126 860 716 3647 371
Lejara LE -386 181 289 166 761 1411 248
madarska235C 225 1127 864 888 3634 268
Moldavsky

222 1054 695 749 2726 259
krup
Pacov 223 1110 816 785 3131 257
SEO-104 219 584 341 588 1917 213
Vesprima 226 1141 812 887 3327 194
Voskij 217 673 418 622 1901 163

Skupina 7: Amos.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

Amos 96 113 68 800 639 182

Skupina 8: Aurora, Cegledi Bilbor, Curtis, Early Ryl, Festivalna, Gulia, Hacihaliloglo,
Hendersen, H-II 45/26, KrasnoS¢ Nikitskij, LE-3204, Nachodsky zazrak, Oranzevo Krasnyj,
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PLM.78FISR, Pozdni chramova, Rotmaler, Sabinovska LE-220, Saldcot, Seo, Sosed, Sunglo,
Uzgorod, Vardaguin Vagdaas, Vebama, Velikyj, Velita, Wenatchee, Zorkij.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

Aurora 224 1128 840 887 3583 176
Cegledi

211 504 489 689 1657 289
Bilbor
Curtis 227 1134 824 905 3613 294
Early Ryl 227 1134 860 573 3145 156
Festivalna 225 1129 864 711 3413 187
Gulia 221 839 617 785 2593 186
Hacihaliloglo 220 803 748 716 2552 192
Hendersen 225 1134 804 716 3398 265
H-1I 45/26 225 1143 800 641 3322 238
Krasnos¢

223 1005 812 706 2972 248
Nikitskij
LE-3204 223 864 537 633 2261 279
Nachodsky

156 262 213 671 834 245
zazrak
Oranzevo

130 118 170 584 412 199
Krasnyj
PLM.78FISR 132 138 137 807 913 175
Pozdni

200 515 300 599 1375 163
chramova
Rotmaler 191 397 245 709 1400 245
Sabinovska

212 581 342 723 1667 289
LE-220
Saldcot 159 247 167 779 1147 276
Seo 214 829 465 638 2208 234
Sosed 201 516 308 688 1642 325
Sunglo 215 642 352 731 1813 384
Uzgorod 100 110 160 845 807 412
Vardaguin

177 337 229 664 1289 403
Vagdaas
Vebama 214 850 509 614 2205 444
Velikyj 184 370 275 527 1038 328
Velita 202 497 325 640 1609 369
Wenatchee 214 773 421 701 2014 215
Zorkij 158 220 192 757 990 402
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Skupina 9: A-II 25/65, Alfred, Apricos von nansy, Blenheim Orange, California, Cocov,
Cina, Cudovnys, Dacia, Docteyr Maccle, Fruhe von Kitsee, Goldrich, H-14/25, Hargrand,
Harval, Ivone Liverani, Jvan-Sin, Keczli Mete Rosen, LE-11/91, LE-5306, LE-7463, Lebeza,
Lefreda LE-831, Magiar Kajszii, Manicot, Mold Olimpik, Nikitskij, Pastyrik, Pentagon,
Poljus Juznyj, Rouge de Sarnhac, Ruzovd Ranna, SEO-104, SEO-40, SEO-41, SEO-94,
Stelar, VS22/23, VS-23/164, Zard.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

A-I125/65 175 354 252 586 1121 357
Alfred 209 513 324 662 1350 395
Apricos von

150 100 120 769 763 248
nansy
Blenheim

192 491 329 642 1543 159
Orange
California 208 578 350 604 1608 168
Cina 244 521 312 684 1571 354
Cocov 166 299 201 714 1120 365
Cudovnys 212 643 379 626 2056 348
Dacia 203 1032 683 551 2915 397
Docteyr

209 1109 668 525 2619 405
Maccle
Fruhe von

199 307 218 714 1211 404
Kitsee
Goldrich 198 635 361 722 1707 187
H-14/25 212 960 608 499 2529 175
Hargrand 145 127 174 766 668 162
Harval 194 920 534 557 2401 284
Iskra 195 884 523 632 2438 375
Ivone

205 1177 931 585 3498 159
Liverani
Jvan-Sin 196 749 418 710 2148 358
Keczli Mete

203 1122 734 557 3021 348
Rosen
Krosnos¢

192 321 228 730 1126 319
Nikitskij
LE-11/91 193 564 381 510 1456 346
LE-5306 197 439 294 734 1386 3879
LE-7463 171 249 212 785 1089 354
Lebeza 197 318 233 729 1076 258
Lefreda LE- 198 809 424 710 2054 267

21|Stranka



831

Magiar
) 199 854 496 707 2383 248

Kajszii
Manicot 194 295 213 706 1142 193
Mold

196 416 279 710 1275 163
Olimpik
Nikitskij 195 1149 1000 716 3343 324
Pastyrik 183 299 210 761 1318 358
Pentagon 142 156 159 758 866 391
Poljus Juznyj 170 248 184 733 1252 328
Rouge de

203 706 381 622 2576 319
Sarnhac
Ruzova

177 235 206 752 1241 259
Ranna
SEO-104 192 568 357 705 2158 236
SEO-40 160 229 211 811 1259 408
SEO-41 193 509 316 709 2194 182
SEO-94 180 1159 651 671 4062 249
Stelar 125 126 168 747 925 348
VS22/23 165 218 236 473 990 185
VS-23/164 103 105 171 646 811 354
Zard 100 100 128 105 423 403

Skupina 10: 5-8-8, Ackermann, Ansu, Cacansko zlato, Early Gold, Farmingdale, Helena de
Rousilion, Chersonskij, Kospoténskij, Kostinskij, Mai-Huang, Posjolok, Pretendent, TDB,
Tilton, Vyndrop.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

5-8-8 216 808 458 87 2726 400
Ackermann 90 232 102 111 122 300
Ansu 219 968 477 114 3116 352
Cacansko

216 764 401 102 2339 205
zlato
Chersonskij 47 90 50 96 487 269
Chersonskij 40 80 50 193 345 278
Early Gold 85 275 67 147 304 159
Farmingdale 60 80 52 161 467 287
Helelna de

85 88 72 124 399 234

rousilion
Kospoténskij 66 86 46 36 545 268
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Kostinskij 200 693 491 114 2834 369

Mai-Huang 114 61 147 84 457 348
Posjolok 106 67 120 31 542 375
Pretendent 67 87 85 127 513 289
TDB 127 111 122 103 567 409
Tilton 150 197 141 42 607 167
Vyndrop 201 523 273 108 1893 236

Skupina 11: Colomer Nativ, Gergana, Leronda, Tabu, Vesna.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

LE-5500 169 343 206 59 702 256
Colomer 218 1033 539 123 2311 245
Nativ

Gergana 173 400 385 114 1145 215
Leronda 150 256 304 111 693 285
Leronda 159 287 305 108 712 345
Tabu 196 573 475 114 1860 356
Vesna 197 608 428 111 1726 163

Skupina 12: Agat, Doc. Blatny, Favorit, H-II 16/1, Krupnoploda II, LE-5832, LE-995,
Lemeda, Lerosa, Luizet, Nachodska Krajova, Orange red, SEO-31, SEO-36.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs

H-1116/1 139 212 245 117 382 194
Agat 182 426 344 114 1161 258
Doc. Blatny 81 187 154 111 546 269
Favorit 168 320 283 108 735 247
Krupnoploda
I 143 222 235 105 386 236
LE-5832 85 97 160 99 487 214
LE-995 122 176 206 111 360 321
Lemeda 186 495 339 111 1452 365
Lerosa 84 34 132 117 563 348
Luizet 101 71 154 105 364 375
Nachodska

129 202 210 96 362 296
Krajova
Orange red 114 141 174 99 415 284
SEO-31 72 43 139 111 315 275
Seo-36 175 477 322 114 1318 326
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Skupina 13: Celgledi Biror, Goldtropfen, Iskra, Jubilejnyj, Konzervnyj pozdnyj, Labert in
4NO, LE-985, Leala, Mamaia, Marena, Merculesti 17/2, Perfection, SEO-105, Sungold,
Veecot, VolSebnyj, VP-LE-118.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrOs
LE-985 71 42 138 111 345 354
Celgledi 88 64 139 908 1006 315
Biror
Goldtropfen 167 365 326 731 1945 406
Iskra 127 161 252 883 1346 428
Jubilejnyj 168 346 318 833 2026 429
Konzervnyj 88 38 174 723 574 443
pozdnyj
Labert in 199 663 425 846 2873 358
4NO
Leala 203 782 458 827 3104 394
Mamaia 96 63 184 706 732 365
Marena 116 112 170 690 880 375
Merculesti 146 235 252 854 1516 342
17/2
Perfection 181 430 332 711 2057 315
Seo-105 177 359 317 858 2077 286
Sungold 179 413 325 705 2082 249
Veecot 201 864 538 802 3491 271
Volsebnyj 126 127 274 616 847 269
VP-LE-118 178 395 366 755 2345 248

Skupina 14: Beliana, C4R8T22, Chvang sin, Julskij, LE-1075, LE-982, Leskora, Mongold,
NJA-1, Rodina, Scana, Strepet, Sundrop.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrO5
NJA-1 204 823 555 757 3284 291
Beliana 201 583 391 828 2731 234
C4R8T22 202 688 452 699 2978 356
Chvang sin 116 156 224 568 1170 394
Julskij 196 733 502 549 2745 387
LE-1075 197 1045 761 189 2253 315
LE-982 196 805 539 526 2995 268
Leskora 66 87 221 679 756 249
Mongold 200 803 516 514 2651 275
Rodina 199 831 568 552 3261 219
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Scana 152 273 352 513 1492 164
Strepet 206 1079 691 105 2797 187
Sundrop 181 434 386 537 1925 408

Skupina 15: Efekt-22/7, Lajcot, LE-5854, LE-8711, Rouge de Rive Saltes.

DPPH ABTS FRAP DMPD Free radicals Blue CrO5

Efekt-22/7 175 702 356 562 2478 426
Lajcot 142 651 526 578 2230 435
LE-5854 112 154 221 596 838 325
LE-8711 175 213 359 524 1149 297
Merkurij 155 315 346 469 1478 246
Mold

102 248 259 657 954 235
Olimpik
Rouge de

175 267 459 621 1409 197

rive saltes

Daéle byl stanoven stupen vzajemné korelace jednotlivych metod. Bylo zjisténo, Ze tii z nich,
ABTS, FRAP a Free radicals, maji mezi sebou vyraznou linearni zavislost. Jejich stupen
korelace je vzdy nad 80% (jejich korelogramy jsou znazornény v Tab. 2 a na Obr. 5A, B a C.
Hodnoty téchto tii metod navic vykazuji zavislost na zmétenych hodnotaich DPPH. Na
obrazcich 5D, E a F jsou korelogramy vykreslené pro logaritmické métitko osy hodnot DPPH.
Stupent korelace mezi témito Ctyfmi metodami rovnéz neklesa pod 70%. Pouzité méfici
metody DMPD a Blue CrOs nemaji zddnou zavislost vzhledem k ostatnim. Stupen korelace je
velmi nizky (od 0,108 do 0,458 GAE). Piesto vysoky stupen korelace ¢tyt pouzitych metod
z Sesti potvrzuje kvalitu vysledki PCA analyzy antioxidacni aktivity. Fotografie zdstupct

analyzovanych druhti merun¢k jsou zobrazeny na Obr. 8.

Tabulka 2. Hodnoty korela¢nich koeficientti mezi jednotlivymi metodami.

ABTS DMPD FRAP Blue CrOs Free Radicals
DPPH 0,835 0,290 0,705 0,311 0,746
ABTS X 0,108 0,877 0,287 0,877
DMPD X 0,110 0,211 0,221
FRAP X 0,296 0,836
Blue CrOs X 0,458
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Obréazek 7. Nejvyznamnéjsi korelogramy (korelace nad 70%) mezi jednotlivymi metodami
pro stanoveni antioxidacni aktivity. (A) ABTS x Free radicals; (B) FRAP x ABTS; (C) Free
radicals x FRAP; (D) ABTS x DPPH; (E) FRAP x DPPH and (F) Free radicals x DPPH.
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Obrazek 8. Fotografie 21 nové vyslechténych hybrida ¢eského genofondu: LE-1402 (a), LE-
806 (b), LE-3190 (c), LE-985 (d), LE-2927 (e), LE-3709 (f), LE-3239 (g), LE-3247 (h), LE-
2267 (i), LE-3276 (j), LE-9299 (K), LE-3241 (I), LE-3255 (m), LE-8561 (n), LE-994 (0), LE-

3187 (p), LE-3228 (q), LE-8175 (r), LE-3204 (s), LE-2527 (t), LE-10278 (u).
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I11. Srovnani novosti postupi

Metodika pfinasi nové postupy v souladu s §2, odst. 1, pism. a) bod 2 zékona ¢. 130/2002 Sb.
Popsanych metodickych postupii bylo dosazeno systematickou tvarci praci v aplikovaném
vyzkumu, kterym byly experimentalni a teoretické prace provadéné s cilem ziskani novych
poznatkli zamétenych na budouci vyuziti v praxi. Postupy screeningu antioxidacni aktivity u
merunck uvedené v metodice jsou origindlni a nelze je jako celek srovnavat s Zadnou jinou
metodikou, protoze podobna metodika nebyla dosud vydana u nas ani v zahranici.
Predstavovana metodika ptinasi prehled metod pro stanoveni antioxidacni aktivity u merunék,
jako je test DPPH, metoda ABTS, DMPD, FRAP, Free Radicals a blue CrOs. V nasi metodice
byla antioxida¢ni aktivita stanovena u 239 hybridi merunék pomoci Sesti principialné
rozdilnych metod, které jsou zaloZeny na stanoveni rozdilnych komplexi s volnymi radikaly.
Kazda metoda je zaloZena na jiném principu a zhasi nebo vychytava jiné antioxidanty. Proto
jsou hodnoty, které jsme ziskali, rozdilné a v jiném rozsahu. V této metodice jsou nadale
vyjadifeny vzajemné vztahy mezi jednotlivymi metodami véetné jejich vzajemnych korelaci a
statistického zpracovani dat. Metodika nadale rozdé€luje hybridy merun€k dle hodnot

antioxidac¢ni aktivity.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Navrzena metodika stanoveni antioxidacni aktivity je urCena pro ovocnaiské/sadaiské
podniky, péstitele ovoce ¢i samotné odbeératele, ktefi maji zajem o vyjadieni biologické
hodnoty ovoce. Mohou ji vyuzit odbornici v oblasti vyZivy, nutricni specialisté a dietologicti
poradci.

Pro Slechteéni

Metodika je vyznamna pro Slechtitele novych odrid scilem hledani novych vlastnosti.
Mohou, diky stanoveni antioxidacni aktivity, snadno zjistit, kterd z odriid je vyznamna pro
charakterizaci novych novosSlechténi a hybridd. Timto muzeme Slechtitelskou ¢innost
usmeérnit k pozadovanym antioxida¢nim vlastnostem.

Pro potravinaisky priamysl

Metodika je vyuzitelnd pro primyslové hodnoceni antioxida¢nich vlastnosti vyrobki

z merungk, jako jsou marmelady, dzemy, kompoty, dzusy, vyziva pro déti a susené ovoce.
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Pro vyZivu

Diky stanoveni antioxida¢ni aktivity je moznost vyjadfit nutricni hodnotu z hlediska
hodnotnych obsahovych latek. Takto mohou byt nalezeny kvalitni odridy pro vyrobu
specialnich potravinovych dopliikii a nutraceutik.

Pro zemédélskou praxi

Bude vyuzitelna pro Ministerstvo zemédélstvi CR, Statni rostlinolékaiskou spravu, lechtitele
a Skolkate jako konkrétni metodicky postup pro charakterizaci ¢eskych i zahrani¢nich odriid a
kloni merunék, pro charakterizaci novych novoslechténi a hybridd. V neposledni fadé¢ je
predlozend metodika uréena jak pro velkovyrobce, tak i pro drobné péstitele a zahradkare,
kteti diky ni mohou zhodnotit kvalitu vypéstovanych plodi.

Dostupnost a uplatnéni

Metodika bude dostupnd vSem uzivatelim v elektronické podobé ze stranek

http://web2.mendelu.cz/af 239 nanotech/index.php. Publikace bude déle vydana v poc¢tu 300

ks v tisténé podobé. Metodika bude uplatnéna ,,Smlouvou o uplatnéni certifikované

metodiky* uzavienou mezi Mendelovou univerzitou v Brné a Metrohm Ceska republika s.r.o.

V. Ekonomické aspekty

Nutri¢ni (vyZzivova) hodnota potraviny vyjadiuje pomoci udaji o mnozstvi obsazenych latek,
do jaké miry je potravina pro vyzivu ¢lovéka vyznamna, a do jaké miry je prospésna ¢i
nezadouci. Z tohoto diivodu jsou stale hledany zptsoby jak nutri¢ni hodnoty u potravin 1épe
hodnotit a zahrnout do téchto hodnoceni i latky nové objevené. Mezi jednou z velmi
dilezitych charakteristik je antioxidacni aktivita, ktera je, jak se ukazuje, jednim s hlavnich
markerti pfiznivych biologickych uc¢inkli potravin na zdravi ¢lovéka. Zavedeni metodiky
ptisp&je k rozsifeni moZnosti jak hodnotit nutricni hodnotu ovocnych ploda z hlediska jejich
antioxidacni aktivity. Zavedeni postupi popsanych v metodice je mozné vycislit sumou
20 000 K¢. Uplatnéni vysledkti umozni zvysit prodejni cenu potravin v fadu nékolika desetin
koruny na 1 kg a dale tim, ze uzivatel¢ ziskaji dalSi moznost jak hodnotit potravinu, kterou

kupuji, mize dojit i ke zvyseni prodeje a tim padem 1 zisku.
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